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Abstract

In recent decades, a positive relationship has been demonstrated between the
consumption of sugary drinks and the risk of obesity, diabetes and cardiovascular diseases.
To reduce the sugar content of foods, while maintaining a pleasant taste, new options have
been proposed using alternative sweeteners. In this aspect, this study compares stevia,
sucralose and sucrose, added to maqui and citrus beverages, in terms of anthocyanin
bioavailability in healthy humans after acute administration. Sucralose was the sweetener
that provided higher bioavailability for most anthocyanin-derived compounds, followed by
stevia, indicating that they can be two good alternatives to the use of sucrose, a high caloric
sweetener overused that promotes some metabolic diseases.
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Resumen

En las ultimas décadas se ha encontrado una relacién positiva entre el consumo de bebidas
azucaradas y el riesgo de padecer obesidad, diabetes y/o enfermedades cardiovasculares.
Para reducir el contenido en azicares de los alimentos, manteniendo un sabor agradable,
se han propuesto nuevas opciones usando edulcorantes alternativos con baja carga
calorica. En este estudio se estableciéo una comparativa, en términos de biodisponibilidad
de antocianos en humanos sanos tras la ingesta en agudo de una bebida de maqui y citricos,
endulzada con estevia, sucralosa o sacarosa. La sucralosa fue el endulzante que
proporciond una mayor biodisponibilidad para la mayoria de los compuestos derivados de
antocianos, seguido de la estevia, indicando que pueden ser dos buenas alternativas al uso
de sacarosa, un endulzante caldrico que interviene en algunas enfermedades metabdlicas.
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1. INTRODUCCION

Estudios epidemiolégicos recientes han demostrado una relacién positiva entre el consumo
de bebidas azucaradas y el riesgo de padecer obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares
y sindrome metabdlico (1,2). Este tipo de bebidas, elaboradas generalmente con sacarosa y jarabe
de fructosa, son fuentes de azucares rapidamente absorbibles que producen un aumento rapido
en plasma de la glucosa y la insulina tras su ingesta, lo que contribuye a producir resistencia a la
insulina e intolerancia a la glucosa.

Paralelamente a la busqueda de alternativas saludables al alto consumo de bebidas
azucaradas, existe una necesidad importante de aumentar el consumo de frutas y verduras en la
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poblacién y desarrollar nuevas formulaciones que aumenten la vida util de las frutas frescas,
preserven los nutrientes o reduzcan el contenido energético de los zumos de frutas. En este
sentido, el limoén, por su alto valor nutritivo es una apuesta importante en la elaboracién de
bebidas no alcohélicas (3). Otro ingrediente novedoso y de atractivas propiedades es el maqui
(Aristotelia chilensis), una fuente natural especialmente rica en antocianos (derivados de cianidina
y delfinidina), que también contiene acidos hidroxicindmicos (clorogénico) (4). Se ha observado
que los antocianos mejoran la hiperglicemia y la sensibilidad a la insulina via activacién de rutas
de sefializacion celular (5).

Con el fin de reducir el contenido en azicares hay una tendencia a buscar otras opciones a
través de edulcorantes alternativos no caldricos, aunque existe cierta polémica ya que parece ser
que contribuyen a una mayor ingesta caldrica y a la obesidad (6). Para determinar la posible
actividad o influencia, de los edulcorantes, sobre la asimilacién se fitoquimicos bioactivos, en el
presente estudio se empleé uno de tipo natural (estevia), y otra alternativa de tipo sintético
(sucralosa) en comparacion con sacarosa, para la elaboracion de una bebida con base de citricos
y maqui.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Diseio experimental

Se realiz6 un estudio clinico doble ciego, aleatorizado, cruzado en personas con sobrepeso
(n=20). El estudio y el protocolo fueron aprobados por el Comité Etico de Estudios Clinicos (CEIC)
oficial del Hospital General Universitario Morales Meseguer (Murcia), y registrados en
ClinicalTrials.gov (NCT04016337). Después de una fase inicial de 3 d de lavado con una dieta
estricta libre de polifenoles y azicares afiadidos, se administraron 330 mL de las bebidas de
prueba (edulcorante con estevia, sucralosa y sacarosa) en ayunas. Se recogieron muestras de
orina 24 h antes (tiempo 0), asi como en los siguientes intervalos: 0-3,5 h, 3,5-12 h, 12-24 hy
fueron inmediatamente congeladas (-80 °C). Después de 15 d, el proceso se repitié nuevamente,
para cada voluntario que ingiri6 otra bebida desarrollada con otro de los edulcorantes, hasta que
todas las bebidas fueron consumidas por todos los voluntarios (3 rondas).

2.2 Recoleccidn, procesamiento y andlisis por UHPLC-ESI-MS/MS de muestras de orina

Las muestras de orina se descongelaron y diluyeron 1:2 (v/v) en agua MilliQ/4cido férmico
(99,9/0,1, v/v) y centrifugaron a 15000 g durante 10 min, a 5 °C (Sigma 1-16, B Braun Biotech
International, Osterode, Alemania). Posteriormente, los sobrenadantes se filtraron a través de
membranas PVDF de 0,45 um (Millex HV13, Millipore, Bedford, Mass., EE. UU.) y se almacenaron
a -20 °C, hasta el analisis por UHPLC-ESI-MS/MS. La identificaciéon y cuantificacion de los
metabolitos de antocianos se realiz6 aplicando el método previamente utilizado por Ludwig et al.
con algunas modificaciones (7).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el andlisis de orina se determinaron 29 metabolitos fendlicos, derivados de antocianos,
aunque 11 de ellos se encontraron en un nimero reducido de voluntarios, por lo que no son
representativos. Por tanto, los metabolitos cuantificados fueron aquellos que se identificaron en
todos los voluntarios (CA, CA-glucurénido, CA-sulfato, CAT-sulfato, 3,4-DHPAA, DHPAA-
glucurénido, DHPAA-sulfato, HA, HA-sulfato, TFA-glucurénido, TFA-sulfato, THBA-glucurdnido,
THBA-sulfato, TIFA-sulfato, VA, VA-glucurénido, VA-glucurdnido-sulfato y VA-sulfato).
Curiosamente, no se detectaron las antocianidinas precursoras (Dp y Cy). Este hecho podria
atribuirse a la degradacién durante la digestion que forma derivados de glucurono, sulfo o metilo
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en el tracto gastrointestinal proximal, aunque un mecanismo para la absorcién de glicésidos de
antocianos todavia es altamente especulativo (8).

En orina, la cuantificaciéon de los metabolitos de antocianos excretados se desarrollé en
orina basal (0 h), asi como en orina excretada entre 0 y 3,5 h, 3,5-12 h, y 12-24 h. La cinética de
excrecién para todos los compuestos coincidié en voluntarios que ingirieron los tres tipos de jugos
evaluados, presentando la concentraciéon mas alta para todos los compuestos identificados a las
3,5 h después de la ingesta de bebidas (Fig. 1). Por esta razén, todas las concentraciones descritas
y analizadas estadisticamente se remitieron al marco 0-3,5 h después de la ingestién.

Otro resultado a destacar es que la sucralosa proporcioné una biodisponibilidad mayor para
la mayoria de los compuestos (derivados de CA, CAT, THBA y TIFA, DHPAA-sulfato, HA y VA-
glucurénido-sulfato), seguido de la estevia (DHPAA, HA-sulfato y VA- sulfato). La sacarosa no
proporciono una biodisponibilidad notablemente superior de ningiin compuesto en comparaciéon
con os otros dos. Esto puede deberse a que los portadores de azuicar intestinal pueden
desempeifiar un papel importante en la absorcién de flavonoides (9). Un estudio realizado por
Miilleder et al. demostré que la adicidon de sacarosa en los jugos disminuye la excrecién total de
antocianos (10).

4. CONCLUSIONES

Los resultados indican que la sucralosa es el edulcorante que proporciona una mayor
biodisponibilidad para la mayoria de los metabolitos de degradacién provenientes de antocianos,
por encima de estevia y sacarosa. Sin embargo, hay algunos casos en los que la estevia también
tiene una biodisponibilidad significativamente mayor que la sucralosa y la sacarosa. No obstante,
la sacarosa no proporciona mayor biodisponibilidad en ningun caso.

Teniendo en cuenta las diferencias en la biodisponibilidad entre los edulcorantes, este
estudio propone dos alternativas de edulcorantes no caléricos (sucralosa y estevia) para reducir
el consumo de sacarosa, un edulcorante alto en calorias directamente relacionado con algunas
enfermedades metabolicas como la diabetes tipo 2 y la obesidad.
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Figura 1. Contenido de metabolitos de antocianinas individuales en orina basal y orina de 3,5,
12 y 24 h de voluntarios sanos después de ingerir 330 mL de jugos de maqui-citricos
desarrollados utilizando edulcorantes como estevia (A), sucralosa (0) y sacarosa (o). Se
encontraron biodisponibilidades significativamente diferentes segiin un analisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de rango multiple de Duncan en p<0,001 (***).
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